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Le document EP 0 686 402 constitue encore un document anterieur du 
meme deposant relatif a une membrane collagenique anti-adherence post- 
operatoire comprenant deux couches, un support a base de collagene revetu 
complement d'une couche de gelatine, le melange etant a l'etat lyophilise. II est a 
noter qu'ici la couche de gelatine a pour but critique de realiser un effet de collage 
de la membrane evitant les adherences et la gelatine a une resorption rapide par 
dissolution a 37°C en presence de cellules. 

Le document EP 0 789 074 de L'OREAL est relatif a un equivalent de 
peaux comprenant des cellules de Langerhans. 

II est a noter que dans cette demande, le support proprement dit decrit 
a la colonne 4, page 3, est un support quelconque de Tart anterieur. II peut etre 
forme par des lattices mixtes collagene/fibroblaste, un derme prealablement 
desepidermise, une membrane artificielle, un substitut sous-cutane a base de 
collagene, un plastique ou tout autre support compatible avec la viabilite cellulaire 

(colonne 4, lignes 3 a 12). 

Ce document est different de la presente invention dans la mesure ou il 
utilise un derme obtenu par delimination d'une peau, recouvert d'un melange de 
keratinocytes humains prealablement isoles selon une methode classique, melange 
a des melanocytes humains egalement prealablement isoles selon une methode 
connue et que Ton soumet ensuite a une co-culture. Ce document ne prevoit pas de 
couche compacte telle que prevue dans le cadre de la presente invention et qui 
peut etre ensemencee de cellules vivantes humaines, combinees de maniere 
critique avec une sous-couche poreuse qui est clairement differente d'un derme 
desepidermise. 

Enfin, le document WO 91/16010 decrit des equivalents de peaux 
vivantes composites consistant tout d'abord a acheter dans le commerce une . 
membrane d'eponge de collagene bovin que l'on inocule de cellules de fibroblastes 
(voir page 8, troisieme et quatrieme paragraphes). 

Apres incubation, l'eponge est inversee et la surface superieure est 
laminee avec du collagene non poreux qui peut etre traite a la pepsine (voir page 8 
dernier paragraphe) qui est en general du collagene bovin. H est indique que le 
traitement avec la pepsine a pour but d'enlever les telopeptides (page 9, quatre 
premieres lignes). Le pH de la solution de collagene est ajuste a un pH neutre, ce 
qui permet de precipiter. Le collagene forme une couche de film mince sur 
l'eponge et on cultive l'ensemble a 37°C pendant 60 minutes (page 9, derniere 
phrase du premier paragraphe). 
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Selon une caracteristique avantageuse, ce produit composite est 
caracterise en ce que le produit collagenique precite est choisi parmi du collagene 
et un melange de collagene avec un polysaccharide, en particulier un- 
glycosaminoglycarme, le chitosane, et les derives du chitosane, la cellulose et les 
derives de la cellulose, le dextrane et ses derives, un alginate, un derive .d'un 

alginate, un carraghenane. 

Selon encore une caracteristique avantageuse de ce produit composite, 
celui-ci est caracterise en ce qu'au moins une des deux couches, respectivement la 
couche poreuse et la membrane essentiellement compacte, comprend des cellules 
vivantes, normales ou modifiees genetiquement, ou malignes en particulier 
provenant de sujets jeunes ou ages. 

Selon une variante de realisation avantageuse, les cellules vivantes . 
sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, keratinocytes, 
melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endothelials 
d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, adipocytes, sebocytes, cellules osseuses, des chondrocytes, des 
osteoblastes, cellules de Merkel d'origine sanguine, normales ou genetiquement 

modifiees ou malignes. 

Selon encore une autre caracteristique avantageuse, le produit 
composite est caracterise en ce qu'il contient des fibroblastes normaux ou 
genetiquement modifies ou malins dans la couche poreuse et des cellules vivantes 
normales ou genetiquement modifiees ou malignes, a la surface de la membrane 
compacte en particulier choisies parmi des keratinocytes, des melanocytes, des 
cellules de Merkel d'origine sanguine, des cellules de langerhans d'origine 
25 sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine sanguine, des cellules nerveuses. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de l'invention, il 
peut etre particulierement interessant de preparer soit des peaux reconstruites 
"jeunes" en utilisant des cellules prelevees sensiblement exclusivement sur des 
sujets jeunes, soit des peaux reconstruites "agees" obtenues a partir de cellules 
0 prelevees sensiblement exclusivement sur des sujets ages. Grace a ces modeles, il 
sera possible d'ameliorer les connaissances sur le processus du vieillissement 
cutane et d'etudier l'influence d'actifs sur ce processus. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux de l'invention, 
la membrane essentiellement compacte est preparee prealablement a la 
)5 combinaison avec. la couche poreuse, de preference comprenant une eponge 
collagenique, en particulier en preparant la membrane et en la deposant sur un gel 
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collagenique avant que l'ensemble ne soit congele et lyophilise pour obtenir ledit 

produit composite. 

Selon encore un autre mode de realisation du produit composite selon 
l'invention, celui-ci est caracterise en ce que 1'eponge collagenique et/ou le film 

5 collagenique et/ou la membrane collagenique, comprend du collagene d'origine 
mammifere, en particulier d'origine bovine. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux du produit 
composite selon la presente invention, 1'eponge collagenique et/ou le film 
collagenique et/ou membrane collagenique, comprend du collagene d'origine 

1 0 marine, de preference issu de peaux de poissons de la famille des teleosteens, plus 
particulierement de poissons presentant des zones de peaux depigmentees, encore 
plus particulierement des poissons plats, encore mieux ceux qui sont peches de 
facon industrielle, comme par exemple la sole, la limande, le turbo, le barbue dont 
les peaux ventrales non pigmentees peuvent etre facilement separees par depecage. 

15 La peau de poissons preferee comme source d'extraction du collagene utilisable 
selon la presente invention est celle de la sole. La preparation de collagene a partir 
de peaux de poissons est en particulier decrite dans le document precedent du 
deposant EP 0 592 586 = US-A-5,420,248 auquel I'homme de l'art pourra se 
reporter. II est particulierement inattendu qu'une telle eponge collagenique et/ou 

20 un film collagenique et/ou une membrane collagenique obtenue a partir de 
collagene d'origine marine, de preference de la famille des teleosteens, puisse etre 
biocompatible avec des cellules vivantes humaines utilisees pour la fabrication de 
peaux reconstruites et que ces cellules humaines vivantes puissent non seulement 
rester vivantes mais egalement etre capables de se multiplier. 

25 Selon un autre mode de realisation particulierement avantageux de 

l'invention, le collagene d'origine mammifere, en particulier d'origine bovine, ou 
de preference d'origine marine, en particulier de peaux de poissons de la famille 
des teleosteens peut etre reticule soit chimiquement, soit par reticulation physique 
comme cela sera decrit plus loin dans le cadre du precede de fabrication. II est 

30 particulierement inattendu qu'une. telle. reticulation. puisse etre utilisee dans le 
cadre de la realisation d'un biomateriau biocompatible avec des cellules humaines 
qui sont utilisees dans la suite du precede pour la fabrication de peaux 
reconstruites. 

Par "biocompatible", on entend dans le cadre de la presente invention 
35 que le biomateriau n'est pas toxique vis-a-vis des cellules vivantes humaines et 
qu'il permet aussi leur croissance ou multiplication. II est a noter que la 
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Waosphorylaz.de on DPPA, avec une aldehyde te„e que glutaraldehyde, 

an carbodiimide, ou au succinimide. 

Selon une autre vanante de realisation avantageuse de ce precede, 
oclui-ci est caractense en ce qu'on ajoute lors de la fabrication un compose 
Lrtsan. le developpenaen. ceHula.re, en particulier an factenr de cro.ssance, en 
narticulier une cytokine, une chemiokine. 

Selon nn aube mode de realisation avantageux du precede selon 
Knvendon. ce,ui-ci est caractense en ce qu'on privet une etape dintroduct.on de 
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Selon un mode de reahsafion partienherement avantageux de 
Vmvention, le procede est caractense en ce qu'on introdni. des fibroblastes dans la 

C °" ChePOrc sL nn mode de realisahon encore prefere de .'invention, ,e procede 
es, caractense en ce qn'on d6pose des ceHules vivantes a la surface de la 
30 membrane compacte, en parbcuber chors.es parma des keratmocytes, de 
"unocytes, des ceUules de Me*e, d'origine sanguine, des cellules de langerW 
dongme sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine sangume, des cellules 

°" Selon une vanante de realisation de Invention, le procede est 
35 caractense en ce que les cellules vivantes sont apportees sort par cultnre 
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sequentielle, soit par culture concomitante entre les differents types de cellules, 
ces cellules provenant de culture ou de biopsie. 

Selon un troisieme aspect, la presente invention couvre aussi 
I'utilisation du produit composite formant un support collagenique tel que 
precedemment defmi, ou tel qu'obtenu par le procede tel que precedemment 
defmi, ou tel que resultant de la description suivante notamment faite en relation 
avec les exemples pour lesquels toute caracteristique, qui apparait etre nouvelle 
par rapport a un etat de la technique quelconque, est revendiquee en tant que telle 
dans sa fonction et dans sa generality pour la fabrication de peaux artificielles 
destinees notamment a realiser des essais in vitro d'efficacite de substance 
potentiellement active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau endommagees. 

Selon une caracteristique avantageuse, les peaux artificielles psuvent 
etre obtenues soit sensiblement exclusivement a partir de cellules jeunes, soit 
sensiblement exclusivement a partir de cellules agees, en particulier pour etudier 
le processus de vieillissement tissulaire et en particulier cutane et eventuellement 
tester l'efficacite de principes actifs sur ce processus. 

On comprend ainsi que l'invention permet de resoudre les problemes 

techniques precites. 

. Dans le but d'obtenir les materiaux collageniques les plus resistants,- 
les inventeurs ont plus particulierement mis en csuvre le procede decrit dans le 
brevet US 5 331 092 delivre le 19 juillet 1994. Cette technique permet d'obtenir 
un melange de collagenes de type I et de type HI solubles et insolubles natifs, tres 
resistants aussi bien sur le plan mecanique que vis-a-vis de la digestion 

- enzymatique. Ces deux dernieres caracteristiques pourront etre eventuellement 
renforcees par toute technique de reticulation ou par adjonction de substances 
ayant de fortes interactions avec le collagene et ne presentant pas de toxicite vis-a- 
vis des cellules. De plus, ce procede d'obtention du collagene permet de rendre 
presque inexistant le risque de contamination biologique due aux bacteries, virus 
ou prions. 

Pour le cas des supports destines a 1'obtention des peaux reconstruites, 
les inventeurs ont eu l'idee de preparer des materiaux bicouches en realisant 
d'abord la couche la plus compacte et ensuite l'eponge poreuse. Cette 
methodologie a l'avantage de conduire a 1'obtention d'une couche de surface 
beaucoup plus compacte que toutes celles qui avaient ete decrites jusqu'a 
maintenant. En particulier, de ce fait, des eponges compactees par de fortes 
compressions ou des films peuvent etre ainsi fixes sur des matrices poreuses. 



10 



2809313 



Utilisation des supports decrits plus haut pour des applications 
d'ingenierie tissulaire iraplique l'ensemencement des cellules vivantes ou 
genetiquement modifiees, le developpement des cellules pouvant se faire soit a 
rinterieur du support collagenique soit a sa surface. 
5 Les tissus vivants reconstruits ainsi obtenus peuvent etre utilises dans 

de nombreuses applications cosmetique, dermopharmaceutique ou 
pharmaceutique en tant que : 

. modeles « in vitro » permettant de simuler les effets des ingredients 
sur les metabolismes' cellulaires afin d'evaluer 1'efficacite et la toxiciti de matieres 
10 premieres ou de formulations plus complexes ; 

tissus reconstruits capables de pallier les deficiences de tissus 
endommages : peaux, cartilages, os, tendons, comees ; 

implants vivants renfermant des cellules modifiees capables de 
pallier certaines deficiences de l'organisme, en particulier dans le domains de la 

15 therapie genique. 

D'autres buts, caracteristiques et avantages de Pinvention apparaitront 
clairement a la lumiere de la description explicative, qui va suivre, faite en 
reference a divers exemples de realisation de 1'invention donnes simplement a titre 
d'illustration, et qui ne sauraient done en aucune facon limiter la portee de 
20 1'invention. Comme precedemment indique, dans les exemples, toute 
caracteristique, qui apparait nouvelle par rapport a un etat de la technique 
quelconque, est revendiquee dans sa fonction et dans sa generality 
independamment du contexte de l'exemple. En outre, les exemples 6 a 13 
constituent des modes de realisation actuellement preferes des produits 
25 composites selon 1'invention formant support collagenique. L'exemple 14 vise des 
essais comparatifs demontrant l'interet des produits composites selon 1'invention 
comme support collagenique pour la fabrication de peaux artificielles destinees 
notamment a realiser des essais in vitro d'efficacite de substance potentiellement 
active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau endommagees. 

Dans les exemples, la temperature est donnee en degre Celsius, la 
pression est la pression atmospherique, et les pourcentages sont donnes en poids 

sauf indication contraire . 

.Les exemples 16 a 24 constituent des exemples de preparation de 
support a base de collagene d'origine aquatique utilisable pour la preparation de 
35 peaux reconstruites, les exemples 25 a 27 sont relatifs a des essais notamment 
comparatifs, utilisant le collagene d'origine aquatique sous les formes preparees 
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' dans certains des exenmles 16 a 24, compares a du collagene d'origine bovine, 
permettant la fabrication de peaux artificielles. 
Dans les figures annexees : 

- la figure 1 represente une vue en coupe, apres marquage par 
5 coloration histologique classique, dun produit composite selon la presente 
invention realise a partir d'une couche poreuse mfeneure de collagene bovm, 
surfacee sur la face supeneure d'une membrane superieure essentiellement 
compacte collagenique realisee par un film collagenique prepare par sechage a l'air 
d'un *el de collagene, dans les conditions de l'exemple 6, 
10 " . la figure 2 represente une coupe similaire obtenue avec une simple 

matrice poreuse preparee avec le meme gel de collagene bovin, mais non surfacee, 
c'est-a-dire dans les conditions de l'exemple 1, montrant la presence d'ioiclusion de 
keratinocytes en profondeur, non limitee a la surface, 

-la figures represente la quantite de laminines presentes dans les 
milieux Q'lncubafion de peaux reconstruites, respectivement, de peaux 
reconstruites jeunes, obtenues a partir de cellules prelevees sur des donneurs de 2, 
a 35 ans ' et de peaux reconstruites matures ou agees, obtenues a partir de cellules 
prelevees sur des donneurs de plus de 55 ans, afin de montrer l'influence de l'age 
des donneurs, les resultats etant expnmes sous forme de "baton", la quantite de 
laminines produites etant exprimee en ordonnees en pourcentage du temom 
(PRJ = peaux reconstruites jeunes), 

. la ficmre 4 represente l'effet inducteur d'un extrait de malt fermente 
commercialement disponible sous la marque BASALINE®, COLETICA, France 
sur la production de laminines dans des peaux reconstruites matures, la quannte de 
25 laminines produites etant egalement exprimee en pourcentage du temoin, 

- la figure 5 represente l'effet compensates du meme extrait de malt 
fermente ou BASALINE®, avec en ordonnees la quantite de laminines produites 

en pourcentage du temoin, 

-la figure 6 represente la proliferation des fibroblastes bumains 
30 normaux en derml equivalent, avec le temps exprime en jour et en abscisse et la 
densite optique x 1000 en ordonnees avec des unites augmentant de 100 ; la 
courbe avec les losanges est celle qui est obtenue en utilisant comme support une 
matrice poreuse de collagene aquatique, ici de poissons, et la courbe avec des 
carres est obtenue avec du collagene bovin ; et 
35 _i a figure 7 represente une courbe de proliferation similaire de 

fibroblastes en derme equivalent avec en abscisse le temps exprime en jour et en 
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ordonnees la fluorescence expnmee en unite mternationale, commencant a 1 , 000 
avec des unites augmentant de 10.000 ; la courbe avec les losanges plexns 
represente la fluorescence obtenue dans le cadre de Tessa: 1 ; la courbe avec le 
carre celle obtenue avec 1'essai 2 ; la courbe avec les tnangles vides etant ob enue 
avec I'essai 3 et enfm la courbe avec les croix etant celle obtenue avec 1'essu 4. 
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EXEMPLE 1 . , , 

^~7une matnce poreuse de collagene natif selon la technique du brevet 

USN°5331092 

4 - Obtention du collagene natif 

Un -d est prepare a partir de peaux de veaux prealablement lavees 
(2 tones) puis epilees par un melange de chaux-sulfure (chaux : 3.3 %, 
sulfore de sodium : 2.5 %) a raison de 400g de peau (matiere seche : environ 
L5 30 %) pour 250 ml d'eau. Ce bam s'effectue sous une rotation de 4 t/mn 

pendant 30 minutes. 

La duree totale de la depilation est de 36 heures. 

L»s peaux sont ensuxte dechaulees dans un bain contenant du cblorure 
d'ammonium (3 %) et du metabisulflte de sodium (0.5 %), a ratson de 400 g 

00 de peau pour 50 ml de bain. 

La duree totale de ce bain est de 2 heures et trente minutes. 
Les sels sont elimines par deux lavages successifs a l'eau (15 minutes par 
lavage), a raison de 200 ml d'eau pour 100 g de tissu. 
Des peaux sont alors broyees, puis lavees, sous agitation pendant 1 heure, 
par du tampon phosphate P H 7.8 (dihydrogenophosphate de potassium 
0 78g/l et monohydrogenophosphate disodique 21.7 gA) 5 a raison de 5 1 de 
tampon/1 kg de broyat. Le phosphate est ensuite elimine par deux lavages 
successifs a l'eau permutee, puis par une centrifugation en contmu a 
4000 rpm (decanteuse Rousselet), a raison de 51 d'eau pour 1 kg de broyat. 
Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique a 10 %, la 
qnantite d'acide acetique etant de 5 % par rapport au collagene, la molante 
finale est d'environ 0.08 M. 

Le broyat est alors malaxe pendant une heure afin d'obtenir une pate. 
Le .d est obtenu par passage en continu de la pate dans un appareil de 
traitement aux ultra sons de type UTL T/-6. Ce gel a une concentrate 
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compnse entre 0.7 e< 2 % e„ collagene, la proportion de collagene acido- 
soluble vanant de 1 0 a 20 %, par rapport au collagene msoluble. 

B . Preparation da >a ntatrice poreuse grace au ge< de c»..a g e„e obtenu 
comme indique preeedemment _ 

20 g de gel de collagene pat cm (matiere s-Jie o.o/j V _ 

un plateau de lyophilisation et lyophihses : la congelation s effecPae a -30 C 

puis le chauffage a + 32°C. La lyophiltsatiou dute au total 16 hemes sous 

unepressionde400microbais. 

Le I ophrlisat est reticule par reticulation physrque (DHT) : le lyophdtsat est 
place 10 hemes dans uneetuve a 110'Cet 400 microbars depression. 

g^fLe t-rce Por=- *** - - *T^T^ 
5 (DP PA) selon la technique dec* dans ie brevet europeeu N 466 829 

0/1 iuillet 1996 - - 

Le lyophilisat de collagene est incube 24 h dans une solution renfemtan. a . 
,50 id de DPPA/g de collagene contenu dans 100 ml de dnnetbyl 
. talde (DMF). Le coHagene est ensntte debase du DPPA par rmcage 
70 dans 100 ml de DMF Le DMF est ensutie ehmine par nn 5 age dans 100 m, 

' d'une solution de tampon borate pH 8.9 (tetraborate de sodrom 0.04 M, 
acideborique0.04M). 

Ls collate est fmalement incube pour une nuit dans le meme tampon 
. borate. Enfm-le tampon borate est elinune par rincage a 1'eau permutee en 
25 continu pendant 6 li. 

Sofa'uue matriee poreuse reticu,6e par ,e carbodrhmde et le N- 

,0 Le collagene est reticule avec de l'EDC (Ethyl dunethyl amtno-p.opyl 

earbodiimide) a la eoncentiation de 0.23 a 0.69 g/g de collagene e, avec de 
■ NHS (N-hydroxysuccintmide) a la concentration de 0 a 0.42 g/g de 

collagene. , 
Apres nncage a 1'eau permutee, le collagene est a nouveau lyopluhse. 

35 
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F.XEMPLE 4 

Preparation d'une matrice poreuse reticulee par le glutaraldehyde 

Le collagene est reticule pendant 24 a 96 h dans une solution contenant 0.6 a 
1 %deGTAa20°C. 

Apres nncage avec l'eau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 



FXEMPLE 5 

Matnce poreuse preparee avec le collagene natif de 1'exemple.l en assocxanon 
avec du chitosane et un glycosaminoglycanne comme decnt dans le brevet 

10 europeen du 29 mai 1991 N° 296078. 

A 600 g de gel a 1 .5 % de collagene, sont ajoutes 2.5 g de chitosane dissous 
dans 356 rrJd'eau et 1.9 ml d'acide acetique, puis une solution renfermant 
1 g de chondroxtine 4 sulfate contenu dans 400 ml d'eau permutee. Le 
melange dont le pH est d' environ 4.0 est ensuite agite puis lyophilise. 

1 5 V eponge obtenue est reticulee par DHT. 

EXEMPLE 6 

Matnce poreuse decrite dans l'exemple 1 surfacee avec un film de collagene 

O0 4 - Preparation du film 

Le -el de collagene dont la matiere seche est comprise entre 0.3 et 0.8 % est 
seche dans une etuve a 30° C ou sous hotte a raison de 0.5 g de gel/cm" de 

plateau. . 
Dans le gel de collagene il est possible d'ajouter de 10 a 40 % de glycerol. 
25 Le collagene seche dans ces conditions forme un film transparent. 

B- Association du film avec la matrice poreuse decrite plus haut 

0 5 g de eel de collagene en matiere seche, sont disposes par cm dans un 
plateau de lyophilisation, puis le film de collagene est depose sur ce gel et 
30 1 'ensemble est lyophilise. 

Le lyophilisat obtenu est reticule par DHT. 
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£ ^ MPLE 2 . m ael de collate acido-soluble surfacee avec un 

Matrice poreuse preparee avec un gel de collagen 

film de collagene . le 6 la seu le difference etant 

Le precede est celui mdique dans 1 exempie o, 

- , r 1, nature du -el coule sur le film qui est constitue de 
constituee par la nature du 0 ^ 

collagene acido-soluble prepare selon une tecnniqu. 
rhomme dePart. 

, Dar6e ayec un * d'atelocollagcne ou surfacee avec un film de 
Matrice poreuse preparee avec un -pi 

* precede est celui indite dans .'example 6, ,a seule difference etant 
' nsLee par la nature du gel coule sur le film ,ut es consume 
d^ocollagene ,es,-a-dire de collagene sans telopepfide prepare selon une 
technique bien connue de ltomme de 1' art. 

™£» construe de collie assoc. avec du chttosane e. en 
.Wc OS amino«lycanne surfacee avec un filmdecollagene. 

^ es, celui mdi q ue dans Sample 6, tnais dans ce cas ,e gel couU 

J ie mm du collagene est constitue de collagene de chUosane, d un 
Xcoaamino^ycanne. La preparation de ce gel est denote dans 1 example , 

mMmM avec m flta de coll ag=ne decrites 

exemples 2, 3 et 4. 

30 S^eTse en dlagene seul deorrte dans Sample 1 surfacee avee une 
eponge de collagene comprimee. 

a Preparation del'eponge comprimee 

U el de eoUagene prepare comma dans 1'exemple , e, ayan. une matter 
35 comprise enire 0.3 «t 1 .5 % es, lyopm.is* de ,a 5 on a obletnr une 

eponge ayant un poids compris entre 0.5 et 2 gfan . 
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Le lyophilisat est comprime pendant 5 a 60 secondes, a une temperature 
comprise entre 20 et 60° C et une pression situee entre 50 et 200 bars (50 a 
200.1 0 5 Pa). 

B - Association de I'eponge comprimee avec la matrice poreuse 

Le gel de collagene decrit dans 1'exemple 1 est depose a raison de 0.5 g par 
cm 2 " dans un plateau de lyophilisation. L'eponge comprimee est alors 
deposee sur ce gel et 1' ensemble est lyophilise. Une eponge poreuse de 
collagene surfacee avec une eponge comprimee de collagene est ainsi 
obtenue. L'ensemble est reticule par DHT comme decrit dans 1'exemple 1 . 



EXEMPLE 12 

Matrice poreuse constituee de collagene, de chitosane et de glycosaminoglycanne 
telle que decrite dans 1'exemple 5 et surfacee avec I'eponge comprimee. 

Le gel de collagene, de chitosane et de glycosammoglycanne, prepare selon 
15 le precede de 1'exemple 5 est depose a raison de 0.5 g par cm 2 dans un 

plateau de lyophilisation, puis l'eponge comprimee est deposee sur ce gel et 

l'ensemble est lyophilise. Le lyophilisat est alors reticule par DHT comme 

decrit dans 1'exemple 1 . 

20 F.XEMPLE 13 

Toutes les matrices poreuses surfacees avec une eponge de collagene comprimee 
decrites plus haut peuvent etre reticulees selon les techniques decrites dans les 
exemples 2, 3 et 4. 

25 EXEMPLE 14 

Peaux reconstruites preparees respectivement soit a l'aide de la matrice poreuse 
reticulee par le DPPA decrite dans 1'exemple 2, soit grace a la matrice poreuse, 
reticulee par le DPPA, de 1'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene 
comprimee dont l'ensemble est reticule par le DPPA, selon 1'exemple 13, afin 

30 d'effectuer une comparison entre un produit composite comprenant une couche 
poreuse collagenique surfacee par une membrane essentiellement compacte selon 
l'invention et un produit comprenant une couche poreuse collagenique seule non 
surfacee. 
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1°. Preparation des pep "* reconstruites 

a) Culture des fibroblaste h nmains normaux 

On utilise, des fibroblastes humains normaux resultant de prelevements 
effectues internment sur des sujets ages ou jeunes, que 1'on recupere et que 
l'on developpe de maniere classique pour l«homme de Tart pour les recuperet .entre 

le sixieme et le dixieme passage. 

On realise un ensemencement a 250 000 cellules par cm 2 de matnce 
poreuse. respectivement soit le produit de comparison comprenant seulement la 
matrice poreuse reticulee par le DPPA de 1'exemple 2, soit le produit composite 
selon Invention comprenant la matrice poreuse reticulee par le DPPA de 
1'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene comprimee dont l'ensemble est 
reticule par le DPPA, selon 1'exemple 13. 

Le milieu de culture est compose de DMEM/HAM F12 50/50 (v/v) 
additionne a 10 % en poids de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de penicillme, 
?5 ug/ml de gentamycine, 1 ug/ml d'amphotericine B, 50 ug/ml de vitamme C. 

On realise une culture pendant trois semaines en changeant le milieu 
trois fois par semaine. 

h\ Culture dp keratino fvtes humains normaux 

On realise ensuite la culture de keratinocytes humains normaux 
obtenus mdifferemment sur des sujets jeunes ou ages, que l'on recupere et cultive 
pour les prelever entre le premier et le troisieme passage, selon les techniques de 
cultures bien connues de lTiomme de Tart. 

On realise un ensemencement a 250 000 cellules par cm 2 de surface, 
soit de la surface de la matrice poreuse reticulee par le DPPA de 1'exemple 2 ; soit 
du produit composite selon Invention comprenant la matrice poreuse reticulee par 
le DPPA de 1'exemple 2, surfacee par une eponge de collagene comprimee dont 
l'ensemble est reticule par le DPPA, selon 1'exemple 13 et, dans ce cas, 
lensemencement des keratinocytes a lieu sur la surface de la membrane 
essentiellement compacte de collagene. 

La culture de ces produits comprenant a la fois un ensemencement de 
fibroblastes et de keratinocytes a lieu dans un milieu de Green compose de : 
DMEM additionne de : 
30%HAMF12, 
1 0 % de serum de veau foetal, 
1 00 Ul/ml de penicilline, 
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100 jig/ml de streptomycine, 

1 (xg/ml d'amphotericine B, 

2 nmol/ml de L-glutamine, . 
EGF (Epidermal Growth factor) 10 ng/ml, 

insuline disponible dans le commerce sous la marque UMULINE® 

0,12 Ul/ml, 

hydrocortisone 400 ng/ml, 
toxine cholerique 1 0" 12 mol/ml, 
transferrine 5 jig/ml, 
triodothyronine a raison de 2 10" 9 M, 
adenine 1,8 10" 7 mol/ml, 
vitamine C 50 ng/ml. 

On realise cette culture pendant une semaine en changeant les milieux 
tous les jours. 

c) Culture du produit composite selon l'invention et de l a couche poreuse non 
surfacee de comparaison 

Apres avoir realise la culture de Tetape b) pendant une semaine en 
changeant de milieux tous les jours, on emerge a interface air-liquide la couche 
20 de surface contenant les keratinocytes, alors que la couche contenant les 
fibroblastes reste immergee, suivi d'une culture pendant trois semaines dans du 
milieu d'emersion compose de : 

DMEM additionne de : 
1 0 % de serum de veau foetal, 
25 1 00 Ul/ml de penicilline, 

100 |ig/ml de streptomycine, 

1 jig/ml d'amphotericine B, 

2 |imol/ml de L-glutamine, 
EGF 10 ng/ml, 

30 insuline de marque UMULINE® 0,12 Ul/ml, 

hydrocortisone 400 ng/ml, 
vitamine C 50 \i§Jml 

Apres 7 semaines de culture au total resultant des etapes.a) a c), on 
35 obtient une peau reconstruite composee d'un derme reconstruit, les fibroblastes 
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ay ant colonise la matrice tridimensionnelle ^llagenique, reconvert par un 

4l " derme "Tltntrface demo-epideimique, on note la presence d'une tnembtane 
basale ou Von pent tnettre en evidence la presence de lammtne de type 1, de 

5 laminine de W e 5, de collagene de type IV e. de type VTI par immunomarquage. 

r„ sl le surface des matrices poreuses par une couche 
element compacte pour obtenir un produi. conrposite selon «— 
pertnet d'obtenir, apres trois semaines de preparation dn dermc eqmvalent, une 
plus grande quanta de fibroblastes en surface des matrices collagemques avant 

,0 l^denmsafion ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ & . k 

couche superficielle de fibroblastes n'est pas complement joinnve, des 
keratmocytes peuvent s'infiteer dans le detnte equivalent sous-jacent et former des 
ilotskctatinocytaires, traits caracteristiques totalcment anormaux 
15 On constate ainsi que gtace a Invention, qui utilise des couches plus 

compactes que celles qui pouvatent avoir etc utilisees auparnvan, dans lart 
anterieut, on obtient une meilleure securite contre !a pc-ntaarion 

On notera dans la description que 1'abreviation DMEM s.gmfie 
Dulbecco's Modified Eagle Medium. 
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Tt.XF.MPLE 15 , 
j^I^ative ^nectivement dp r ,g rr. o^ruite, a part.r de cellules 

— — - - ^ ^~t^ ^on U Bresente mventiox, pour mesurer 
25 I^adtfdej. 1 ^ nrli production delamimne, 

bIus cet exemple, on precede essenUellement comme decnt a 
1-exemple 14 concernant les cultures en utilisant le meme produit composxte selon 
la presente invention comprenant une couche ou matrice poreuse collageruque 
reticulee par le DPPA decrite dans Vexemple 2, surfacee par une eponge de 
30 collagene comprimee, dont 1'ensemble est reticule par le DPPA, selon 
l'exemple 13, en procedant comme suit : 

p,.^,.,,*,™ Hps peaux reennstruites 

1} on a prepare respectivement des peaux reconstruites jeunes en 
35 procedant comme decrit a l'exemple 14, si ce n'est que les cellules respectivement 
de fibroblastes et de keratinocytes etaient issues de donneurs jeunes, cest-a-enre 
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ayant un age compris entre 25 et 35 ans, et d'autre part des peaux reconstruxtes 
7gees ou matures obtenues par Vemploi de cellules de fibroblast ou de 
keratinocytes issues de donneurs ages, dont 1'age est de plus de 55 ans. 

5 a > Materiel e t methode 

Comme indique a 1'exemple 14, etape a, on a tout d'abord realise 
rensemencement de matrices poreuses du produit composite de rinvention avec 
des fibroblasts dermiques humains normaux issus soit de pools de cellules 
jeunes, soit de pools de cellules matures ou agees, et on realise une culture 
10 pendant 21 jours dans les conditions decrites a 1'exemple 14 etape a. 

b)Apres les 21 jours de culture precedents, des feuillets epidermiques prepares 
sepaLent a partir des keratinocytes issus soit de pools de cellules jeunes, son de 
pools de cellules matures sont ensemences sur la surface de la membrane 
15 essentiellementcompactedecollagenedu produit composite. 

On realise une culture pendant 14 jours dans les conditions decrites a 
1'exemple 14b. 
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2) Onantificaf' "" ^ laminines 

Apres les 14 jours de cultures de l'ensemble fibroblaste-keratinocyte, 
les laminines continues dans les milieux d'incubation des peaux reconstruites 
respectivement jeunes ou matures, ainsi obtenues sont quantifies a 1 aide d un kit 
de dosage ELISA commercialement disponible (Takara, Japon). 

Ces resultats sont rapportes a la figure 3 . 

La We 3 montre que les peaux reconstruites matures contrennent 
environ deux fois moins de laminines que les peaux reconstruites jeunes (PRJ) 
servant de temoin a 1 00 %. 

3) Mesure de reffet .ndu^- *™ "™ripe artif. tgj qu'un extrait 
de malt fermen t ^^n^rnalise sons la marque IUSATJNE par 
^mFTTPA. sur I- ruction de l.rmnmes d ans des peaiix reconstruites 

jpnnes et matures 

Dans cet essai comparatif, on precede comme decrit o,-dessus, s. ce 
n'est que pour les 14jours de oulture avec les keratinocytes, les peaux 
reconstitutes jeunes ou natures son. maintenues en culture pendant 14 jours sot. 
» 1'absence (contrdle), soi. en presence de 0,5% en poids d'ettraits de mal. 
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fermentes commercialement disponibles sous la marque B AS ALINE®, 

COLETICA, France. . 

A la f m de la periode d'incubation, comme dans l'exemple ci-dessus, 

les laminines contenues dans les milieux d'incubation etaient quantifiees par 

5 dosage ELISA. 

Les resultats sont rapportes a la figure 4. 

La tension a 100 % est constitute par le taux de laminines dans la 
Peau Reconstruites Agee ou PRA. 

La ficmre 4 montre que le principe actif extrait de malt fermente, ou 
10 BASALINE®, emit capable de stimuler la production des laminines dans des 
peaux reconstruites matures. Dans les memes conditions, le principe actif extrait 
de malt fermente ou BAS ALINE® ne module pas de facon sigmficatrve a 
production des laminines dans des peaux reconstruites jeunes, indiquee a la 

15 fl§Ure 5 " On constate ainsi que le principe actif extrait de malt fermente ou 
BASALINE® augmente de 65% la production de laminines de peaux 

reconstruites matures. > . 

De meme, ce principe actif n'affecte pas les processus physiologiques 
impliques dans la regulation de la production de laminines de peaux reconstruites 

20 jeunes. ^ ont permis Valuer la magnitude de l'effet 

compensates de 1'extrait de malt fermente ou BASALINE® defini comme la 
capacite de ce principe actif a reduire Vecart observe entre les productions de 
laminines de peaux constituees jeunes relativement aux peaux reconstituees 

25 matures. 

La figure 5 montre que la difference entre les productions de lammmes 
de peaux reconstituees jeunes et de peaux reconstituees matures peut etre reduxte 
de 65 % par le principe actif, utilise a 0,5 % 

30 F.YEMPLE 16 
P^epanmon^ 

Le collagene etant obtenu selon la technique du brevet US 5331092 

accordelel9juilletl994 
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L - Obtention du collagene natif aquatique 

Un gel de collagene est prepare a partir de peaux ventrales de sole broyees 
puis lavees avec un tampon phosphate pH 7.8 dont la composition est : 
0 yg g/l de dihydrogenophosphate de potassium et 21.7 g/1 de 
monohydrogenophosphate disodique. Le lavage s'effectue sous agitation 
pendant une heure a raison de 5 1 de tampon pour 1 kg de broyat. Le 
phosphate est ensuite elimine par deux lavages successifs a l'eau permutee, 
puis par une centrifugation en continu a 4000 t/mn (decanteur Rousselet), a 
raison de 5 1 d'eau pour 1 kg de broyat. 

Le broyat est alors acidifie par une solution d'acide acetique 0.25 M a raison 
de 1 kg de broyat pour 10 1 de solution. Le gel est alors centrifuge a 
4000 t/mn pendant 5mn. 

Le gel qui sera utilise est constitue par le sumageant obtenu dont la 
concentration en collagene est comprise entre 0.5 et 2 %. 

B - Preparation de la matrice poreuse a partir du gel de collagene obtenu 

precedemment 2 

Ce gel est coule dans un plateau de lyophilisation a raison de 20 g/cm . II est 
alors lyophilise apres congelation a -30° C et chauffage a + 32° C. La 
lyophilisation dure au total 16 heures sous une pression de 400 microbars. 
La matrice obtenue est alors reticulee par deshydratation hydrothermique 
(DHT). Celle-ci consiste en un chauffage dans une etuve a 110° C sous un 
vide de 400 microbars pendant 16 heures. 

FXFMPLE 17 

P otior, dW ™triM ^nreuse rjtjculee rraee an diphenvlphosphorvlazide 
mPPA^ selon ]« tPnbnimie djc rj te dans le brevet europeCT N° 466 829 du 
24 millet 1996 

La matrice de collagene de l'exemple 16 est incubee 24 h dans une solution 
renfermant 5 a 250 |xl de DPPA/g de collagene contenu dans 100 ml de 
dimethylformamide (DMF). Le collagene est ensuite debarrasse du DPPA 
par rin 9 age dans 100 ml de DMF. Le DMF est ensuite elimine par rincage 
dans 100 ml d' une solution de tampon borate pH 8.9 (tetraborate de sodium 
0.04 M, acide borique 0.04 M). 
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Le collagene est fmalement incube pour une nuit dans le meme tampon 
borate. Enfin le tampon borate est elimine par ringage a l'eau permutee en 
continu pendant 6 h. 

5 EXEMPLE 18 

Pre paration d'une matrice poreuse reticule e par le carbodiimide et le N- 

hvdroxvsuccinimide 

La matrice de collagene aquatique de l'exemple 16 est reticulee avec de 
PEDC (Ethyldimethylaminopropyl carbodiimide) a la concentration de 0.23 
10 a 0.69 g/g de collagene, et avec du NHS (N-hydroxysuccinimide) a la 

concentration de 0.42 g/g de collagene. 

Apres rinfage a l'eau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 
EXEMPLE 19 

15 Preparation d'une matrice poreuse reticulee par le glutaraldehyde 

La matrice poreuse de collagene aquatique de l'exemple 16 est reticulee 
pendant 24 a 96 h dans une solution contenant 0.6 a 1 % de GTA a 20°C. 
Apres rin?age avec l'eau permutee, le collagene est a nouveau lyophilise. 

20 EXEMPLE 20 

Matrice poreuse preparee avec le collagene natif aquatique de Texemple 16 en 
association avec du chitosane et un glvcosaminoglvcanne comme decrit dans le 
brevet euroneen du 29 mai 1991 N° 296078 

A 600 g de gel a 1.5 % de collagene, sont ajoutes 2.5 g de chitosane dissous 
25 dans 356 ml d'eau et 1.9 ml d'acide acetique, puis une solution renfermant 

1 g de chondroitine 4 sulfate contenu dans 400 ml d'eau permutee. Le 

melange dont le pH est d 5 environ 4.0 est ensuite agite puis lyophilise. 

L'eponge obtenue est reticulee par DHT. 

30 
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EXEMPLE 21 

Matrice poreuse decrite dans l'exemple 16 surfacee avec un film de collagene 
A - Preparation du film 

Le gel de collagene dont la matiere seche est comprise entre 0.3 et 0.8 % est 
seche dans une etuve a 30° C ou sous hotte a raison de 0.5 g de gel/cm de 
plateau. 

Dans le gel de collagene il est possible d'aj outer de 10 a 40 % de glycerol. 
Le collagene seche dans ces conditions forme un film transparent. 

B - Association du film avec la matrice poreuse decrite plus haut 

Le gel de collagene aquatique natif de 0.5% a 2% en matiere seche, est 
depose a raison de 0.5g par cm2 dans un plateau de lyophilisation, puis le 
film de collagene est depose sur ce gel et 1' ensemble est lyophilise. 
Le lyophilisat obtenu est reticule par DHT. 

EXEMPLE 22 

Matrice poreuse en collagene seul decrite dans l'exemple 16 surfacee avec une 
eponge de collagene comprimee. 

A - Preparation de Peponge comprimee 

Le gel de collagene prepare comme dans l'exemple 16 et ayant une matiere 
seche comprise entre 0.3 et 1.5 % est lyophilise de fa?on a obtenir une 
eponge ayant un poids compris entre 0.5 et 2 g/cm . 

Le lyophilisat est comprime pendant 5 a 60 secondes, a une temperature 
comprise entre 20 et 60° C et une pression situee entre 50 et 200 bars (50 a 
200.10 5 Pa). 

B - Association de Peponge comprimee avec la matrice poreuse 

Le gel de collagene decrit dans l'exemple 16 est depose a raison de 0.5 g par 
cm 2 dans un plateau de lyophilisation. L' eponge comprimee est alors 
deposee sur ce gel et l'ensemble est lyophilise. Une eponge poreuse de 
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collagene surfacee avec une eponge comprimee de collagene est ainsi 
obtenue. L' ensemble est reticule par DHT comme decrit dans l'exemple 16. 

EXEMPLE 23 

Matrice no-reuse, cnnstituee de collagene. de . chitosane et de glvcosaminoglvcanne 
telle que decrite dans l'exemple 20 et surf acee avec 1'eponge comprimee. 

Le gel de collagene, de chitosane et de glycosaminoglycanne, prepare selon 
le precede de l'exemple 20 est depose a raison de 0.5 g par cm 2 dans un 
plateau de lyophilisation, puis 1'eponge comprimee est deposee sur ce gel et 
l'ensemble est lyophilise. Le lyopliilisat est alors reticule par DHT comme 
decrit dans l'exemple 16. 

EXEMPLE 24 

Toutes les matrices poreuses surfacees avec une eponge de collagene comprimee 
decrites plus haut peuvent etre reticulees selon les techniques decrites dans les 
exemplesl7, 1 S et 1 9. 

EXEMPLES 25 A 27 : Essais de comparaison du metabolisme c ellulaire entre 
les matrices collageniaues bovine s et aquatiques 

EXEMPLE 25 : ESSAI DE VTABTLITE CELLULAIRE DE FIBROBLASTE 

T - Preparation des dermes equivalents 

Pour cet essai de comparaison, on fabrique d'une part une matrice 
poreuse aquatique reticulee au DPP A, selon l'exemple 17. 

A titre de comparaison, une fabrique une matrice poreuse comparative 
avec du collagene d'origine bovine, dite matrice bovine, egalement reticulee au 
DPPA, dans les memes conditions que celles de l'exemple 1 7. 

On prend des fibroblastes humains normaux issus d'un pool de 
donneurs jeunes utilise au 7* me passage et que Ton ensemence dans chacune des 
matrices aquatique et bovine, a raison de 250 000 cellules par cm 2 dans le cas de 
l'etude de proliferation et de synthese proteique, et que 1'on ensemence a raison de 
300 000 cellules par cm 2 pour les matrices aquatique et bovine destinees aux 
etudes d'histologie. 

On effectue la culture de ces matrices respectivement aquatique et 
bovine dans du milieu compose de DMEM/HAM F 12 dans un rapport 50/50 (v/v) 
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additionne de 10 % de serum de veau foetal, lOOUI/ml de penicilline, 25 ug/ml 
de gentamycine, 1 ug/ml d'amphotericine B, 50 ug/ml de vitamine C. 

On realise cette culture pendant 1 mois en changeant le milieu de 
culture 3 fois par semaine. 

Tl - Analyses realisees 

1 ^ Mftsnre de la viabilite cellulaire p ar reaction au MTT 

On ajoute 1 % en poids de MTT (c'est-a-dire le 3-(4-(dimethylthiazol- 
2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromure) dans le milieu de culture. 

On realise une incubation pendant 2,5 heures a 37°C. 

Apres incubation pendant cette duree, la densite optique du produit de 
transformation (bleu formazan) est lue a 550 nm apres solubilisation dans le 
DMSO. 

La densite optique obtenue est proportionnelle a l'activite des 
succinate-deshydrogenases qui sont capables d'effectuer la transformation du sel 
de tetrazolium MTT jaune clair en cristaux bleus de formazan. 

La viabilite cellulaire a ete realisee apres 1, 5, 7, 22 jours et un mois 

de culture. 

Pour determiner les valeurs moyennes, on a realise 6 echantillons pour 
chaque matrice. 



TABLEAU I 
DF. RESULT ATS 



Jours 


Matrice 


Deviation au 


Matrice 


Deviation standard 




aquatique 


standard moyenne 


bovine 


moyenne 


1 


487 


24 


403 


40 


5 


604 


19 


393 


59 


7 


520 


56 


398 


64 


22 


608 


30 


680 


40 



Ces resultats font egalement Tobjet des courbes de la figure 6 annexee. 

On notera que la courbe avec les losanges est celle obtenue avec la 
matrice aquatique et la courbe avec les carres est celle obtenue avec la matrice 
bovine. 
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On observe a partir des resultats que de maniere totalement 
surprenante, la matrice aquatique non seulement constitue un support permettant 
la survie de fibroblastes humains normaux mais aussi la proliferation cellulaire de 
ces fibroblastes humains normaux, tout en constituant meme un support de culture 
bien meilleur pendant les trois premieres semaines. 

II peut done etre conclu de ces essais que le collagene aquatique est, 
de maniere surprenante, particulierement adapte pour realiser un support 
d'inoeniene tissulaire en particulier pour des applications in vitro et meme et 
surtout in vivo pour constituer des biomateriaux contenant des cellules vivantes et 
en particulier et de preference des cellules vivantes d'etres humains. 



->■) K/t^cnrp He* syntheses proteiques 

La synthese des proteines secretees pendant 3 jours dans un milieu de 
culture sans serum de veau foetal a ete evaluee apres un mois de maturation des 
dermes equivalents, tels qu'obtenus apres le mois de culture dans les conditions 
rapportees ci-dessus dans la preparation des dermes equivalents. 

Le dosage est realise par la methode du microBCA de Pierce. 

Parallelement, la densite cellulaire a ete evaluee par un test au MTT 

dans les conditions decrites ci-dessus. 

La teneur en proteines relative correspond a la teneur proteique 
ramenee a 1 unite de densite cellulaire exprimee en densite optique ou DO, afin de 
raisonner a concentration cellulaire equivalente. Les resultats obtenus sont 
repertories au tableau II ci-apres : 

TABLEAU n 
ppgrn TATS PR SYNTHP ^K PROTEIQUE 



Collagene du support 


Matrice 


Matrice bovine 




aquatique 








Moyenne 


* 


Moyenne 


* 


Densite cellulaire 


2,12 


0,09 


1,91 


0,13 


(DO) 










Proteines (|ig/ml) 


494 


48 


499 


32 


Teneur en proteines 


233 


18 


262 


23 


relative 











* : Deviation standard moyenne 



2809313 

28 



10 



20 



Comme pour le tableau I, la moyenne resulte d'une moyenne realisee 
sur 6 echantillons. 

3)Histolode 

Les dermes equivalents obtenus apres culture pendant 21 jours de 
culture a partir des matrices en collagene aquatique et bovin sont fixes dans une 
solution a 2 % en paraformaldehyde puis post-fixes dans une solution de tetroxide 
d'osmium, deshydrates, inclus en Epon, coupes et observes en microscopie 
electronique a transmission (Jeol 1200) au CMEABG (Lyon, France). 



Conclusions 

Ces resultats indique une tres bonne colonisation des matrices 
tridimensionnelles qu'elles soient aquatiques ou bovines. Apres trois semaines de 
culture, la densite cellulaire est equivalente dans les deux types de matrices. 
15 Toutefois, il semble que la matrice aquatique permette une meilleure adhesion 
cellulaire en debut d'experimentation comme l'indique l'etude de proliferation lors 
de la premiere semaine de culture et ainsi une meilleure colonisation pour des 

temps courts de culture. 

En ce qui concerne les syntheses proteiques, apres un mois de culture 
les capacites de synthese des fibroblast (teneur en proteines relative) sont 

egalement equivalentes. 

Ces resultats indiquent que les matrices de collagene aquatique mises 
au point ont permis la preparation de dermes equivalents de bonne qualite ; les 
resultats obtenus avec ces matrices etant comparables a ceux obtenus avec des 

25 matrices de collagene bovin. 

En microscopie electronique a transmission, les fibroblastes ont pu 
etre observes dans les matrices d'origine bovine et aquatique. Dans les deux types 
de matrices, on note la presence d'une abondante matrice extracellulaire 
neosynthetisee. On pent differencier la matrice extracellulaire neosynthetisee 

30 grace a la striation periodique des fibres de collagene depose comparativement 
aux amas collageniques formant la matrice tridimensionnelle de l'eponge de 
depart. 



35 



Z809313 

29 



10 



15 



— ^eiS^e des « *P* - reticulation aes 
m a«nc=s co, »es aquatiques sur la viabilile ce.ta.airc, on precede a„x easars 
suivants : 

g ^aratiOT ^ dermesj guiyajents 

different, comme suit : 

Po^fessai, on fabrique une marrice poreuse sous WW 

poreuse a partir dun gel de collagene aquatiqne prepare a part, de .,3 % enpord 
poreuse a paruru s soumet a une 

cn eollagene aquatiqne, que Von con^ - * ^ ^ ^ ^ 

lyophilisation standard confomte a . exemple 4 
Ration an DPPA a nne proportion de 250 p./g d'eponge a , eta. sec. 

plufctfessai, on prepare nn snpport poreux sons forme d'eponge 
aquatiqne a partir d'un ge, de collagene aquatiqne —ant 0£ en pords^e 
— e, qne Von soutnet a t»e conge ta*. on a -SO C,^ ^ 
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collagene aqnanqne, que ^ ~- e ^ 

lyophilisation standard et une reticulation au DPPA a 25U pug 

Tessail. 

3) Essai 3 . , a1o 

Po^essai, on precede connne pour Vessai 1. « « n est que 1 
nation a lien avec VEDC, selon Vexetnple ,8, a une proportion de 0,46 „. 
d'eponge seche. 

Wre nn support porenx comprenan. une eponge de collagene 
35 aqnanqne ob.enn a partir dun ge, de collagene aquatiqne comprenant 1.1 A en 
poids de collaaene aquatiqne, qne Von soutne, a nne congelanon a -80 C, puts 
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une lyophilisation standard et a une reticulation au DPPA a 250 ul/g sec comme 
dans 1'essai 2, la drfference resxdant dans une proportion de 1,1 % en potds de 

collagene aquatique. 

Dans l'ensemble de ces essais, le collagene aquatique est issu, comme 

dans l'exemple 17, de la peau ventrale de sole. 

M r.n1ture des fibrohlastes s ur r.es matrices 

On utilise, comme dans l'exemple 25, des fibroblastes humams 

normaux mais qui sont preleves au 8 eme passage. 

On realise un ensemencement a raison de 275 000 cellules par cm". 
Le milieu culture est compose de DMEM/HAM F12 50/50 (v/v) 
additionne de 10 % en pords de serum de veau foetal, 100 Ul/ml de penicilline, 
25 ug/ml de gentamycine, 1 ug/ml d'amphotericine B, 50 ug/ml de vitamme C. 

On realise la culture pendant 1 mois en changeant de milieu 3 fois par 

15 semaine. 

Pour chaque essai, on utilise 4 matrices afin d'effectuer une moyenne 
pour chaque type d'essai et mesurer la deviation standard moyenne. 
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Tn Analyses realisees 

Megge de la viabilite cdMajr^LJ i^tinn a 1'Alamar Blue (marqueur 
H'nY yrioreduction) 

L'Alamar Blue est ajoute a raison de 2 % en poids d'un mdieu de 
culture utilise, au moment ou l'on souhaite mesurer la viabilite cellulaire sur un 
prelevement realise sur le milieu culture. . 

Apres incubation a 2 h 20 a 37°C, on lit la fluorescence, sur la base 
d'une excitation a 530 nm et une emission a 590 nm). 

L'intensite de la fluorescence obtenue est proportionnelle a l'activite 

metabolique des cellules. f 

On effectue la mesure de la viabilite cellulaire sur 10 echantdlons 

30 apres 1 , 4 .6, 1 1 1 7 j ours de culture. 

Les resultats sont exprimes au tableau ni ci-apres. 

Les resultats sont indiques en unite internationale de fluorescence en 
fonction du temps. 
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TABLEAU ni 
VTABTLITE CELLULAIRE Qj T fluorescence! 



Temps 
(jours) 


ESSAI 1 


ESSAI 2 


ESSAI 3 


ESS, 


AI4 




Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


Moyenne 


SD* 


1 


21734 


1184 


30535 


1888 


25528 


6820 


28461 


3805 


4 


31611 


920 


35623 


3544 


36404 


3570 


45126 


2930 


6 


43144 


2500 


35244 


2095 


37819 


4170 


41254 


3396 


11 


42808 


1481 


38532 


2537 


42442 


3112 


44508 


2329 


17 


45484 


2426 


45094 


1470 


43963 


8285 


43939 


4521 


Ordre 


1 




2 




5 




4 





5 * : Deviation standard 

Les resultats du tableau HI font aussi l'objet de la figure 7 annexee. 
lis montrent les courbes de proliferation fibroblastique en derme 

equivalent. 

10 La courbe en losange plein est celle realisee avec l'essai 1 ; la courbe 

en carre plein est celle realisee avec l'essai 2 ; la courbe en triangle est celle 
realisee avec l'essai 3 et la courbe avec les croix est celle realisee avec l'essai 4. 

Le temps est exprime en jour en abscisse et la fluorescence en UI avec 
une echelle demarrant a 1 5 000 et augmentant par unite de 1 0 000 jusqu'a 55 000. 

1 5 Le S resultats permettent d'aboutir aux conclusions suivants. 

Conclusions 

Les resultats indiquent les differentes matrices preparees peuvent 
permettre une bonne croissance fibroblastique apres 17 jours de culture. Quelle 
20 que soit la preparation des matrices collageniques aquatiques, les fibroblastes 
adherent bien a leur support tridimensionnel et se divisent tres rapidement afin de 

coloniser la matrice. 

Le profil de proliferation est tres legerement variable d'un type de 
matrice a l'autre mais apres 17 jours de culture, la densite fibroblastique est 
25 comparable quel que soit le precede de fabrication. 

Les differents types de reticulation employes realises soit avec le 
DPPA ou avec l'EDC ne semblent pas influencer le renouvellement cellulaire. 
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Apres pratiquement 3 scmaines de culture, la stabilite des matrices est excellente, 
a savoir peu de digestion, peu de contraction. 

FXFMPLE 27 : 

F^i dernontrant les avaritege^duoplb^n, afluatiflue pour la mise, en evidence et 
le dosage dv collagene hu mam neosvnthetise 

Cet essai est similaire a celui de l'exemple 25, si ce n'est que l'on 
effectue une histologic avec immuno-marquage. 

L'essai a lieu de la maniere suivante : 

i ) Pre paration des der mis equivalents 

II s'agit de dermes equivalents de l'exemple 25, la culture etant realisee 

dans les conditions de l'exemple 25. 

Cette culture est done effectuee pendant trois semaines en changeant 
le milieu trois fois par semaine, l'ensemencement des fibroblastes humains 
Bormaux ayant eu lieu a 300.000 cellules par cm* comme cela etait mdique dans 
l'exemple 25. 



2) Histologie 
20 a) WictnWie classiaue 

On realise la fixation avec le paraformaldehyde a une teneur de 4 A en 
poids on realise ensuite une deshydratation et une inclusion en paraffme. 

On effectue ensuite des coupes a 7 um et une coloration Mallory 
Haidenhain apres deparaffinage et rehydratation. 
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h) Tmmunomarquage 

On fixe egalement avec le paraformaldehyde a 4 % en poids, on 
realise une inclusion en Tissue Tek OCT compound, e'est-a-dire un liquide 
d'inclusion foumi par Miles, Elkhart, Indiana, USA, et une coupe a froid a 7 um. 
30 L'immunomarquage est effectue de la maniere suivante : 

i. Avec un premier anticorps anti-collagene de type I humain de lapin (dilution 

1/40) 

ii. Un deuxieme anticorps anti-lapin conjugue FITC (Fluoresceme Iso 
ThioCyanate) (dilution 1/160) 
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Contre coloration avec DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dilactate). 
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3)Resultats 

On constate que les support constitues respectivement par une matnce 
aquatique et une matrice bovine forment des pores plus ou moins laches dans 
lesquels viennent adherer les fibroblastes. 

En surface, on note une proportion plus importante de fibroblastes 
formant un surfa 5 age favorable du derme equivalent pour la realisation dune peau 
reconstruite. La repartition des fibroblastes est homogene dans les eponges 

aquatique et bovine. 

En immunomarquage, onxonstate que la matrice formee de collagene 
bovin est marquee par l'anticorps anti-collagene de type I humain (croisement). 

Par contre, la matrice d'origine aquatique n'est que tres faiblement 
marquee par l'anticorps anti-collagene humain. 

Utilisation des eponges composees de collagene aquatique est done 
favorable a la mise en evidence de la matrice extracellulaire neosynthetisee. 

Ces resultats s'expliquent par les travaux du Professeur Hartmann sur 
les reactions des differents antigenes par rapport aux differents anticorps 
determines par les mesures des densites optiques apres immunomarquage donnees 
au tableau IV dit de Hartmann ci-apres : 
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TABLEAU IV 
Reaction croisee humain. hovin. poisson [test Elisa) 



Antigenes 


Collagene 


Collagene 


Collagene 


Anticorps 


I sole 


I humain 


I bovin 


20111 (225) 








1/25 


190 


> 


815 


1/50 


210 


> 


548 


1/100 


73 


1233 


234 


1/200 


43 


605 


136 


1/400 


56 


326 


165 


50121 (03) 








1/25 


180 


1550 


> 


1/50 


130 


1094 


> 


1/100 


158 


536 


> 


1/200 


96 


305 


967 


1/400 


109 


215 


728 


50171 (01) 








\ 1/25 


1880 


64 


73 


1/50 


1043 


193 


32 


1/100 


571 


51 


33 


1/200 


523 


51 


87 



(> : densite optique superieure a 2000) 

5 

Les resultats sont exprimes en D.O. x 10 3 (densite optique a 
X, = 450 nm) 

Legendes : 201 1 1 (225) : anti-collagene I humain 
50121 (03) : anti-collagene I bovin 
10 50171 (01) : anti-collagene I poisson (sole) 

De ce tableau de resultats, il ressort que quel que soit I'anticorps (anti- 
collagene type I humain, anti-collagene type I bovin, anti-collagene type I de sole), 
en immunomarquage, la difference est beaucoup plus importante entre le 
15 collagene humain et le collagene de sole qu'entre le collagene humain et le 
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collagene bovin. II en resulte que dans une matrice de collagene de poisson, le 
collagene synthetise par les fibroblastes humains pourra etre mis en evidence 
beaucoup plus aisement. Ceci confirme les resultats decrits precedemment obtenus 
par un immunomarquage par Tanticorps anti -collagene de type I humain du 
collagene synthetise dans la matrice de collagene de poisson, ce qui constitue un 
resultat particulierement inattendu et avantageux de Invention. 
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REVINDICATIONS 

1. Produit composite formant un support collagenique comprenant au 
moins une couche poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une 

5 membrane essentiellernent compacte collagenique realisee soit par un film 
collagenique prepare par sechage, de preference a l'air ou dans un fluide gazeux. 
d'un gel de collagene, soit par ime eponge collagenique tres fortement comprimee. 

2. Produit selon la revendication 1, caracterise en ce que le produit 
collagenique precite est choisi parmi du collagene et un melange de collagene 

1 0 avec un polysaccharide, en particulier un glycosaminoglycanne, chitosane, et les 
derives du chitosane, la cellulose et les derives de la cellulose, le dextrane et ses 
derives, un alginate, un derive dun alginate, un carraghenane. 

3. Produit selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'au moins 
une des deux couches, respectivement la couche poreuse et la membrane 

15 essentiellernent compacte, comprend des cellules vivantes, normales ou modifiees 
genetiquement, ou malignes, en particulier provenant de sujets jeunes ou ages.. 

4. Produit selon la revendication 3, caracterisant a ce que les cellules 
vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, keratinocytes, 
melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules endothelials 

20 d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules . endoteliales 
d'origine sanguine, cellules sanguines, adipocytes, sebocytes, chondrocytes, 
cellules osseuses, des chondrocytes, des osteoblastes, cellules de Merkel d'origine 
sanguine, normales ou genetiquement modifiees ou malignes. 

25 5. Produit selon la revendication 3 ou 4, caracterise en ce qu'il contient 

des fibroblastes normaux genetiquement modifies ou malins dans la couche 
poreuse et des cellules vivantes normales ou genetiquement modifiees ou 
malignes, a la surface de la membrane compacte en particulier choisies parmi des 
keratinocytes, des melanocytes, des cellules de Merkel d'origine sanguine, des 

30 cellules de langerhans d'origine sanguine, des sebocytes, des cellules d'origine 
sanguine, des cellules nerveuses. 

6. Produit selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
compression de Teponge collagenique comprimee est realisee a une pression au 
minimum egale a environ 50 bars, equivalent a environ 50. 10 5 Pa, de preference 

35 comprise entre 50 bars (50.10 5 Pa) et 200 bars (200.10 5 Pa), eventuellement cette 
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compression ayant lieu a une temperature comprise entre 20 et 80 degre C°, 
encore mieux entre 40 C° et 60 C°. 

7. Produit selon 1'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la membrane essentiellement compacte est preparee prealablement a la 
combinaison avec la couche poreuse, de preference comprenant une eponge 
collagenique, en particulier en preparant la membrane et en la deposant sur un gel 
collagenique avant que l'ensemble ne soit congele et lyophilise pour obtenir ledit 
produit composite. 

8. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
que Teponge collagenique est/ou le film collagenique est/ou la membrane 
collagenique, comprend du collagene d'origine mammifere, en particulier d'origine 
bovine. 

9. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
que l'eponge collagenique et/ou le film collagenique et/ou la membrane 
collagenique, comprend du collagene d'origine marine, de preference issu de 
peaux de poissons de la famille des teleosteens, plus particulierement des poissons 
presentant des zones de peaux depigmentees, encore mieux des poissons plats qui 
sont peches de fa<?on industrielle comme par exemple la sole, la limande, le turbo, 
le barbue, de preference la sole. 

10. Produit selon Tune des revendications precedentes, caracterise en 
ce qu'au moins Tune des deux couches est realisee a partir d'un gel collagenique 
contenant un melange de collagene soluble et de collagene insoluble, par exemple 
sous forme de fibres. 

11. Produit selon la revendication 7 a 9, caracterise en ce que le 
collagene est du collagene de type I et/ou de type III 

12. Precede de fabrication d'un produit composite comprenant au 
moins une couche poreuse collagenique revetue sur au moins une face d'une 
membrane essentiellement compacte collagenique, caracterise en ce que : 

a) on prepare tout d'abord la membrane essentiellement compacte 
collagenique, soit par sechage d'un premier gel collagenique, de preference par 
sechage a l'air ou a Taide d'un fluide gazeux, soit par compression d'une eponge 
collagenique obtenue par congelation- lyophilisation d'un gel collagenique ; 

b) on prepare separement un deuxieme gel collagenique ; 

c) soit on depose la membrane essentiellement compacte sur le 
deuxieme gel collagenique, soit on verse le deuxieme gel collagenique sur la 
membrane essentiellement compacte ; et 
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d) on procede enfin a une congelation-lyophilisation de 1'ensemble 
pour obtenir ledit produit composite. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce qu'on realise 
une compression de l'eponge collagenique servant a preparer la membrane 

5 coinpacte a une pression au moins egale a 50 bars (50.10 5 Pa), de preference 
comprise entre 50 bars (50. 10 5 Pa) et 200 bars (200. 10 5 Pa). 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que l'etape de 
compression a lieu a une temperature comprise entre 20 et 80°C, encore de 
preference entre 40°C et 60°C. 

10 15. Procede selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise en ce 

qu'on utilise pour la preparation de l'eponge collagenique et/ou du film 
collagenique et/ou de la membrane collagenique, soit du collagene, soit un 
melange de collagene avec un polysaccharide, en particulier un 
glycosaminoglycanne, le chitosane, les derives du chitosane, la cellulose et les 

15 derives de la cellulose, le dextrane et ses derives, un alginate, un derive d'un 
alginate, un carraghenane. 

16. Procede selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise en ce 
qu'on utilise du collagene d'origine mammifere, en particulier d'origine bovine. 

17. Procede selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise en ce 
20 que l'eponge collagenique et/ou le film collagenique et/ou la membrane 

collagenique, comprend du collagene d'origine marine, de preference issu de 
peaux de poissons de la famille des teleosteens, plus particulierement des poissons 
presentant des zones de peaux depigmentees, encore mieux des poissons plats qui 
sont peches de fa<?on industrielle comrne par exemple la sole, la limande, le turbo, 
25 le barbue, de preference la sole. 

18. Procede selon Tune des revendications 12 a 17, caracterise en ce 
qu'on realise une reticulation d'au moins Tune des deux couches ou des deux. 

19. Procede selon la revendication 18, caracterise en ce que la 
reticulation est une reticulation physique, en particulier une deshydratation 

30 thermique a chaud sous vide ou DHT, ou une reticulation chimique, en particulier 
au diphenylphosphorylazide ou DPPA, avec une aldehyde telle que 
glutaraldehyde, au carbodiimide et/ou succinimide. 

20. Procede selon Tune des revendications 12 a 19, caracterise en ce 
qu'on ajoute lors de la fabrication un compose favorisant le developpement 

35 cellulaire, en particulier un facteur de croissance, en particulier une cytokine, une 
chemiokine. 
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21. Procede selon Tune des revendications 12 a 20, caracterise en ce 
qu'on prevoit une etape d'introduction de cellules vivantes, normales ou modifiees 
genetiquement, ou malignes dans au moins une des deux couches, en particulier 
provenant de sujets jeunes ou ages. 

5 22. Procede selon la revendication 21 , caracterise en ce que lesdites 

cellules vivantes sont choisies parmi le groupe consistant de fibroblastes, 
keratinocytes, melanocytes, cellules de langerhans d'origine sanguine, cellules 
endothelials d'origine sanguine, cellules sanguines, en particulier macrophages ou 
lymphocytes, des chondrocytes, cellules osseuses en particulier osteoblastes, 

10 cellules de Merkel d'origine sanguine, des sebocytes, des adipocytes, des cellules 
nerveuses. 

23. Procede selon Tune des revendications 12 a 22, caracterise en ce 
qu'on introduit des fibroblastes dans la couche poreuse. 

24. Procede selon Tune des revendications 12 a 23, caracterise en ce 
15 qu'on depose des cellules vivantes a la surface de la membrane compacte, en 

particulier choisies parmi des keratinocytes, des melanocytes, des cellules de 
Merkel d'origine sanguine, des cellules de langerhans d'origine sanguine, des 
sebocytes, des cellules d'origine sanguine, des cellules nerveuses. 

25. Procede selon Tune des revendications 12 a 24, caracterise en ce 
20 que les cellules vivantes sont apportees soit par culture sequentielle, soit par 

culture concomitante entre les differents types de cellules, ces cellules provenant 
de culture ou de biopsie. 

26. Utilisation du produit composite formant un support collagenique 
tel que defini a Tune quelconque des revendications 1 a 1 1, ou tel qu'obtenu par le 

25 procede selon Tune quelconque des revendications 12 a 25 pour la fabrication de 
peaux artificielles destinees notamment a realiser des essais in vitro d'efilcacite de 
substance potentiellement active, ou a reconstruire in vivo des zones de peau 
endommagees. 

27. Utilisation selon la revendication 26, caracterisee en ce que les 
30 peaux artificielles sont obtenues soit sensiblement exclusivement a partir de 

cellules jeunes, soit sensiblement exclusivement a partir de cellules agees, en 
particulier pour etudier le processus de vieillissement tissulaire et en particulier 
cutane et eventuellement tester l'efficacite de principes actifs sur ce processus. 
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